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Naci en el mes de Diciembre de 1981, mi madre, Magali, me bautizé bajo el nombre de
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explorador y constructor de mis propios proyectos, transformando mis planes de
infancia en realidades, las ideas que circulaban en mi cabeza prontamente tomaban
forma y con un par de materiales se concretizaban. Fui un nifio muy inquieto y
persistente con mis pensamientos.
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finalmente me radiqué en el Colegio San Ignacio donde cursé mi educacion media, y
donde ademas obtuve buenos amigos que me acompafian hasta hoy.

El tiempo pasé y se acercé la hora de tomar la dificil decision sobre que haria el resto
de mi vida, tenia mis gustos definidos y mis ideas vocacionales claras, pero
desconocia como poder aunar todos mis suefios en una sola carrera universitaria, eran
tantas mis inquietudes y necesitaba abarcarlas y hacerme cargo de cada una de ellas.
Es asi como felizmente ingresé a la Universidad de Chile para enfrentar un nuevo
desafio como estudiante de Quimica Ambiental. Debo reconocer que los primeros afios
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riguroso que en reiteradas ocasiones me frustré y me hizo tener dudas sobre mis
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encantarme con la Universidad, con los profesores, con el ambiente de estudio y con el
grupo humano con el que compartia, mis compafieros, que mas tarde serian mis
amigos. Hoy cuando dejo de ser estudiante para convertirme en un profesional, puedo
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estos afios y aportar para que este sea un lugar un poco mejor. Por Marcela.
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RESUMEN

Compuestos organicos tales como etoxilatos de nonilfenol y su producto de
degradacion nonilfenol, presentes en detergentes y en una gran variedad de insumos
de uso masivo, son sustancias téxicas, bioacumulables, ampliamente utilizadas en la

industria a nivel mundial, e identificadas como disruptores endocrinos.

Sumado a la problematica ambiental de la disposicién de la creciente cantidad de
biosolidos generados en las plantas de tratamiento de aguas servidas, esta el hecho de
que éstos constituyen un importante reservorio de etoxilatos de alquilfenol vy
alquilfenoles, entre otras sustancias toxicas. En vista de la posibilidad de utilizacion de
estos biosélidos como complemento de la fertilizacion inorganica de suelos agricolas,
en lugar de su disposicién como sdlidos peligrosos en rellenos sanitarios, se presenta
la problematica de estimar en forma expedita y confiable la biodisponibilidad de las
sustancias tdxicas presentes en ellos. En este contexto, el desarrollo de un método de
extraccidn biomimético, que simule la absorcién de estos compuestos por la planta,

constituye una alternativa rapida y sencilla al ensayo con organismos biolégicos.

Los resultados indican que 4-NFE y su productc de degradaciéon 4-NF, identificado
como disruptor endocrino, son las especies estudiadas mas abundantes en el
biosélido. Ademas, éstas especies son las que tienen la mayor biodisponibilidad en
trigo (triticum aestium), con concentraciones de hasta 33 mg/kg de 4-NF y 9,5 mg/kg de

4-NFE.
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Par otra parte, la concentracién biodisponible de alquilfenoles es una pequefia fraccién
de su concentracion total en el suelo tratado con biosdlido, por lo que la extraccion

exhaustiva de estas especies, no es representativa de su biodisponibilidad.

Se establecid un método de extraccidén biomimético basado en la extraccion
presurizada de suelo tratado con diferentes dosis de biosélido, utilizando agua como
solvente de extraccion. El meétodo biomimético propuesto permite estimar la
biodisponibilidad de alquilfencles de manera simple y expedita, en comparacién con
ensayos en plantas, y es mas representativo de la biodisponibilidad que la extraccién

exhaustiva de estos analitos de la mezcla suelo-biosodlido.
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ABSTRACT

Organic compounds such as nonylphenol ethoxylates and nonylphenol degradation
product present in detergents and into a variety of inputs of widespread use, are toxic
substances, bioaccumulative, widely used in industry worldwide, and identified as

endocrine disruptors.

In addition to the environmental problem of disposal of the increasing quantity of
biosolids generated at waste water treatment plants, is the fact that they constitute an
important reservoir of alkylphenol ethoxylates and alkylphenols, among other toxic
substances. In view of the possibility of using these biosolids as complement of for the
inorganic fertilizers in agricultural soils, rather than their disposal as hazardous solid
into landfills, the possibility of estimating reliable and expeditiously the bioavailability of
toxic substances in them is presented. In this context, the development of a biomimetic
extraction method, which simulates the absorption of these compounds by the plant is a

quick and ,simple alternative to test biological organisms.

The results indicate that 4-NFE and its degradation product 4-NF, identified as
endocrine disruptor, are the more abundant species in the biosolid. Besides, these
species are those which have the higher bioavailability in wheat (Triticum aestium), with

concentrations up to 33 mg / kg of 4-NF and 9.5 mg / kg of 4-NFE.
Moreover, the bioavailable concentration of alkylphenols corresponds to a small fraction
of their total concentration in the soil treated with biosolids, so that the exhaustive

extraction of these species is not representative of its bicavailability.
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A biomimetic extraction method based on pressurized extraction of soil treated with
different amounts of biosolids was developed, using water as a solvent extractant. The
proposed biomimetic method to estimate the bioavailability of alkylphenols is simple
and rapid, compared with with plants assays, and it is more representative of the

bioavailability than the exhaustive extraction of these analytes from the soil-biosolid

mixture.
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I. INTRODUCCION

1.1. Aguas Servidas en la Region Metropolitana

Por aguas servidas urbanas se entiende aquellos residuos liquidos recolectados por
los sistemas de alcantarillado, pudiendo provenir de zonas residenciales, comerciales o
industriales (en este caso también llamadas aguas residuales industriales) los que

transportan sustancias fecales, orina, desechos soélidos y basura.

La generacion de aguas servidas o residuales es un producto propio de todo
asentamiento humano modemo que cuente con una red de alcantarillado. Las
caracteristicas en cuanto a cantidad y composicion de estas aguas servidas
dependeran de variados factores como el tamario de la poblacién, el clima de la zona,
las costumbres de las personas asociadas al consumo de agua, el nivel de
industrializacion instalada en el area y las actividades productivas desarrolladas, la

extension de la red captadora o alcantarillado, entre otros.

A pesar de la vanabilidad en cantidad y composicion de las aguas servidas, una
composicion tipica corresponde a un 99,9% de agua y tan solo un 0,1% de solidos. El
70% de estos solidos corresponden a material organico compuesto por proteinas (40-
©60%), carbohidratos (25-50%), grasas y aceites (10%). El otro 30% del componente
solido corresponde a material inorganico constituido mayoritariamente por arena, sales

y metales (Becerra, J. P. 2003).



La Regién Metropolitana en nuestro pais tiene una superficie de 15.403,2 km?, lo que
representa solamente el 2,0 % de la superficie del pais. La poblaciéon regional sin
embargo es de 6.061.185 habitantes, lo que equivale al 40,1% de la poblacién
nacional, alcanzando una densidad de 393 hab./km’ (INE, 2009). En la Region
Metropolitana practicamente la totalidad de las aguas servidas generadas son vertidas
al Zanjon de la Aguada y rio Mapocho abarcando, aproximadamente, un 60% y 35%,
respectivamente. (SISS, 2009) El tratamiento de estas aguas previo a su incorporacion
a causes de agua naturales, corresponde a una medida de saneamiento hidrico
enmarcada en el Plan de Saneamiento hidrico de la Cuenca de Santiago (PSHCS),
puesto en marcha en 2001, que busca evitar la contaminacién hidrica de estos causes.
Asi desde 2001, con una cobertura de un 39,4%, el tratamiento de aguas en la region
metropolitana ha mostrado una tendencia creciente y sostenida alcanzando una
cobertura combinada de un 82,3% hasta diciembre de 2007 (SISS, 2009) con el
funcionamiento de dos de las tres Plantas de Tratamiento de Aguas Servidas (PTAS)

contempladas en el plan, las cuales corresponden a El Trebal y La Farfana.

El PSHCS comenzé sus operaciones en 2001 con la puesta en marcha de la PTAS E|
Trebal, instalada en la comuna de Padre Hurtado y que trata un caudal medio
aproximado de 3,3 m*/s, aunque tiene una capacidad media de disefio de 4,4 m*/s. Ese
mismo ano se inicié la construccién de la segunda PTAS, La Farfana, entrando en
operaciones en 2004 con una capacidad media de disefio de 8,8 m/s®, posicionandose
como la PTAS mas grande de América Latina y una de las mas grandes del mundo.

De esta forma, se pretende en 2009, con la entrada en operaciones de la tercera PTAS
Los Nogales con una capacidad de 6,6 m®/s alcanzar la total cobertura de tratamiento

de aguas servidas en la Regién Metropolitana (SISS, 2009). Para entonces se estima



una generacién de lodos que alcanzara unas 112.000 t/afo, lo cual hace patente la

problematica ambiental que implica el destino de estos desechos.

1.2. Tratamiento de las aguas servidas

Para cumplir con el objetivo propuesto en el PSHCS de evitar la contaminacion hidrica
de los cuerpos de agua receptores de aguas servidas, éstas deben ser previamente
procesadas, a ftravés, de una serie de procesos unitarios que remueven los

contaminantes de estas aguas residuales.

1.2.1. Tratamiento preliminar

Esta etapa tiene como objetivo remover el material grueso presente en las aguas
residuales tales como restos organicos y basura. Esto se hace principalmente a traves
de rejillas y mallas de diferente grosor ubicadas al ingreso de la planta de tratamiento,
ademas en forma complementaria se utilizan estangues desarenadores aireados que

por efecto de la gravedad remueven arena y arcillas.

1.2.2. Tratamiento primario

El objetivo de esta etapa, es la remocién de sélidos mas pequefnos que oscilan entre

los 0,05 a 1,0 mm. (Becerra, J. P., 2003) Para esto se hace circular el agua en grandes
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estanques de unos 40 m de diametro, donde por efecto de la gravedad se produce la

sedimentacion de las particulas permaneciendo suspendida solo la fraccion mas fina.

El tratamiento preliminar y tratamiento primario son conocidos en conjuntc como
procesos fisicos dentro de la linea de tratamiento de agua, ya gue en ambos casos su
finalidad es separar los sélidos del agua. De este tratamiento primario se obtienen los
denominados lodos primarios con un contenido de sélidos de entre un 3 a 7%
(Becerra, J. P., 2003). Por lodo se entiende cualquier residuo semisoélido que ha sido
generado en plantas de tratamiento de efluentes que se descarguen a la atmésfera, de
aguas servidas, de residuos industriales liquidos o de agua potable. Se incluyen en
esta definicidon los residuos en forma de fangos, barros o sedimentos provenientes de
procesos, equipos o unidades de industrias o de cualquier actividad (D.S. N° 148.

2003).

1.2.3. Tratamiento secundario

El objetivo de esta etapa del tratamiento, es la remocién de la materia organica que
aln permanece en las aguas luego de los tratamientos fisicos anteriores. El mas
comun se trata de un tratamiento biolégico (proceso biologico), que se basa en la
capacidad de los microorganismos, principalmente bacterias, de utilizar los compuestos
organicos presentes en las aguas como fuente de carbono, metabolizandolos y
generando principaimente gases como CO, y CH,, agua y biomasa.( Met caif & Eddy.

1995)



COHNS  + O, + nutrientes —2*"*_5CO, + NH, + C,H,NO, +otros productos

maleria orgamca) {nuevas células bacterianas)

C.H.NO, 450, 2% 4500, + 2 H,0+NH, +Energla

célulns bacterianas

Los efluentes resultantes de este proceso biolégico son sometidos a un proceso de
sedimentaciéon del que se obtiene una fraccion liquida y los llamados lodos
secundarios, de los cuales una fraccion es devuelta a los estanques correspondientes
al tratamiento secundario, para mantener la biomasa requerida de microorganismos.
Los lodos obtenidos luego de esta etapa del tratamiento se denominan lodos
secundarios y normalmente presentan un contenido bajo de sélidos de entre un 0,5y

un 2%.( Becerra, J. P., 2003)

1.2.4. Tratamiento terciario

En determinados casos, si se desea obtener aguas de mejor calidad previo a la
incorporacion a cursos de agua naturales, los efluentes son sometidos a un tratamiento
terciario que consiste en la adicién de floculantes o coagulantes que provocan la
separacion del material coloidal ya sea por decantacion o flotacion respectivamente,
esto se realiza principalmente para eliminar el contenido de nitrégeno y fosforo y asi

evitar problemas de eutroficacion en los causes naturales.

La fraccion liquida resultante del tratamiento primario, secundario y terciario si

corresponde, se somete finalmente a un proceso de desinfeccién (proceso quimico)



gue habitualmente consiste en la inyeccién de cloro gaseoso, aunque existen también
metodos alternativos como la irradiacion UV o la inyeccion de ozono, que reemplazan

la cloracion debido a la posible formacion de compuestos clorados cancerigenos.



1.3. Tratamiento de lodos, origen y composicién de ios biosélidos

Tabla 1: Composicion tipica de lodos

Caracteristica

Lodo primario crudo

Lodo activado

Rango Valor Tipico Rango
Sélidos secos totales (ST)% 2-8 5 0,83-1,16
Solidos volatiles (% de ST) 60-80 65 59-88
Grasas y aceites solubles en éter (% de ST) 6-30 - -
Grasas y aceites extractable en éter (% de ST) 7-35 - 5-12
Proteinas (% de ST) 20-30 25 32-41
Nitrégeno (N, % de ST) 1,5-4 2,5 2,4-5
Fésforo (P,0Os, % de ST) 0,8-2,8 1,6 2,8-11
Potasio (K;0, % de ST) 0-1 0,4 0,5-0,7
Celulosa (% de ST) 8-15 10 -
Hierro (no como sulfuro) 2-4 2,5 -
Silice (SiO,, % de ST) 15-20 - -
pH 5-8 {s] 6,5-8
Alcalinidad (mg/L como CaCOs) 500-1500 600 580-1100
Acidos organicos (mg/L como HAc) 200-2000 500 1100-1700
Poder calorifico (MJ/kg) 23000-29000 25500 18500-23000

(Fuente: Met calf & Eddy. 2003)

Los lodos obtenidos en el proceso de tratamiento de las aguas servidas, son una

mezcla compleja compuesta en un 98% de agua. La composicidn tipica de los lodos

primarios se muestra en la Tabla 1. Estos son a su vez tratados a través de la siguiente

serie de procesos:

a) Espesamiento: Los lodos generados durante el proceso de tratamiento de las

aguas servidas son mezclados y espesados utilizando espesadores de banda, lo

que concentra el contenido de soélidos hasta un 5%, en tanto que las aguas

obtenidas en este proceso son retornadas al inicio del fratamiento, también puede

realizarse por precipitacion, flotacién o centrifugacion.(Yague, F.C. y col., 1987)




b) Estabilizacion: proceso de aproximadamente tres semanas de duracion, en que

los lodos son calentados utilizando un flujo de agua caliente, que permite disminuir
alrededor de un 50% del contenido de materia organica presente en el lodo. Esto
se consigue a través de una digestidn anaerbbica gracias a la actividad de
microorganismos, en varias etapas. Primero la hidrélisis enzimatica que
descompone polimeros organicos y lipidos de alto peso molecular en aminoacidos,
monosacaridos, acidos grasos, purinas y pirimidinas. Posteriormente |la
acidogénesis que a través de bacterias transforma los compuestos de la primera
etapa en acido acético, hidrégeno, CO,, metanol, etanol lactato, entre otros.
Finalmente en la metanogénesis, un grupo de microorganismos transforma el acido
acetico y el hidrégeno en gas metano y CO, (Met calf & Eddy, 2003). Como
consecuencia de este proceso se genera biogas como subproducto, compuesto
principalmente por un 60% de metano, 30% de diéxido de carbono y un 10% de

otros compuestos como sulfuro de hidrégeno e hidrégeno gaseoso.

Deshidrataciéon: Proceso que permite la reduccidén del volumen de los lodos a
traves de la reduccion del contenido de agua de un 95% a un 75%. Normalmente
se realiza a través de centrifugas o secado por calor, entre otros. Finalmente los
lodos son dispuestos en canchas de secado donde su contenido de agua

disminuye entre 35% a 40%. (Yague, F.C. y col, 1987)



1.4. Biosélidos

El biosolido propiamente tal corresponde al material seco, tratado bioldégicamente
resultante del tratamiento de lodos anteriormente descrito. Los componentes tipicos del
biosdlido estan determinados por una parte, por el origen y caracteristicas de las
aguas servidas de la cual provienen y por otra parte, por el tipo de tratamiento a que

estas son sometidas.

1.4.1. Composicion de biosodlidos

Los componentes tipicos de los biosdlidos puede clasificarse en tres grandes grupos.
De mayor a menor abundancia estos son. compuestos organicos, compuestos
inorganicos y microorganismos. A su vez los compuestos organicos pueden
diferenciarse entre compuestos téxicos y no toéxicos. Si bien los compuestos toxicos se
encuentran en menor cantidad, existe una gran diversidad de éstos como
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs, 1-10 mg/kg ms), plaguicidas, bifenilos
policlorados (BPCs, 1-20 mg/kg ms), dioxinas y furanos (PCDD/F), compuestos
organicos volatiles (COVs), compuestos alifaticos halogenados, fenoles y tensioactivos
(mayor a 10 mg/Kg ms) dentro de los cuales podemos identificar a su vez ibnicos y no
ibnicos, correspondiente a estos Ultimos, tenemos derivados de aminas y amidas,
ésteres de acidos grasos, alcoholes lineales etoxilados y etoxilatos de alquilfenol tales
como NF (Epstein E., 2003). ElI componente organico considerado no téxico esta
compuesto principalmente por proteinas, aceites, grasas y acidos organicos, que sin

embargo provee sitios activos para la sorciéon de compuestos organicos téxicos. Por



otra parte los compuestos inorganicos en orden de mayor a menor abundancia, son
comunmente nitrégeno entre 1 a 6% ms, fosforo entre 0,8 a 6,1% ms, mientras gque
potasio, calcio y magnesio se encuentran con abundancias inferiores al 1%. El
contenido de metales es variable dependiendo del origen de las aguas servidas,
encontrando principalmente cobre, plomo, cromo, niquel, arsénico y otros. (Yagle, F.C.
y col., 1987). Los microorganismos constituyen el tercer grupo en abundancia presente
en los biosolidos. Estos provienen principalmente de los residuos organicos tanto
vegetales como animales y consisten principaimente en parasitos presentes en forma

de huevos, virus y bacterias tales como Coliformes y Salmonella spp.

1.4.2. Posibilidades de disposiciéon de biosélidos

Existen variadas formas de disposicion de biosélidos, entre ellas se puede mencionar
la utilizacion como mejoradores de suelos agricolas y forestales, aplicacion superficial
en areas verdes, disposicién en vertederos o monorrellenos especialmente dispuestos
para esto (recurso histéricamente utilizado en la Regién Metropolitana), la incineracion
y el vertido de desechos al mar, prohibido desde 2000 (D.S. N° 148. 2003), excepto

para aquellos provenientes de plantas de agua potabie.

En principio se puede discriminar la disposicion final de los biosélidos en dos grupos.
Uno de ellos que considera a los biosolidos meramente como un residuo sélido, que
debiera ser adecuadamente eliminado. La ofra vision busca aprovechar los beneficios
gue podria implicar su reciclaje, alternativa que se presenta como una de las formas

mas seguras ambientalmente y economicamente mas conveniente de deshacerse de
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los biosolidos. En este sentido, es que en marzo de 1999 CONAMA, comenzd el
proceso de creacion del Reglamento sobre manejo de Lodos no peligrosos generados
en Plantas de Tratamiento de Aguas que fue finalmente aprobado en enero de 2005 y
cuyos objetivos son i) proteger la salud de la poblacion y prevenir el deterioro de los
recursos naturales, ii) regular el manejo sanitario (manejo, transporte y disposicion
final) y iii) regular la disposicion benéfica al suelo cuando sus condiciones quimicas,

fisicas y biolégicas lo permitan.

En la elaboracidn de este reglamento se han tomado en cuenta los antecedentes
técnicos elaborados por el SAG desde 2001, Aguas Andinas e INIA, que han
desarrollado trabajos en conjunto con el fin de estudiar la valoracion agricola de los
biosélidos provenientes de las PTAS como fertilizante. Con este fin se hizo un estudio
en predios agricolas de las comunas de Paine, San Bermnardo y Buin. Para la valoracién
de los biosolidos se utilizaron cuitivos de trigo, avena, tomate, poroto verde, maiz
choclero, uva de mesa y durazno. Por una parte se observé que los cultivos mostraron
raices de mejor calidad. Ademas en esas especies se alcanzé un mayor contenido de
nitréogeno en sus hojas, la aplicacion de lodos permitic también incrementar
graduaimente el nivel de materia organica, micro y macro nutrientes, acondicionando el
suelo y mejorando sus propiedades para fines agricolas. Por otra parte la aplicacién de
biosdlidos representd un buen aporte de fosforo con contenidos de 1,6%
aproximadamente, lo que permitiria en muchos casos reemplazar en gran medida la
aplicacién de fertilizantes fosfatados minerales. Asi luego de tres arfios de estudios
Aguas Andinas e INIA han pasado a una etapa de evaluacién a escala comercial en la
cual se evalta la productividad de las especies y los efectos del biosdlido sobre el

suelo y las estructuras vegetales comestibles (INIA., 2008)
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A pesar de los beneficios mencionados con respecto al reciclaje y aplicaciéon de
biosolidos, hay también aprensiones y limitaciones en el uso de éstos, debido a la
presencia de elementos contaminantes y potencialmente nocivos como los antes
mencionados, los cuales una vez en el medio ambiente pueden ser liberados a la
atmésfera, retenidos en el suelo, lixiviados a través de la fase liquida del suelo
contaminando acuiferos, ser degradados quimica y bioldégicamente a productos mas
téxicos, ser absorbidos por las plantas o bicacumulados en organismos. Por esto se
han establecido dosis maximas aplicables a suelos y limites precisos para patdgenos y
metales principalmente dependiendo del suelo y tipo de lodo, en distintos paises

europeos y norteamericanos.

A pesar de gue en nuestro pais, no se ha considerado la inclusion de contaminantes
organicos dentro de la norma regulatoria de aplicacién de lodos sanitarios (INN, 2009),
el proyecto de reglamento de lodos de CONAMA indica restricciones en la dosis de
aplicacién de biosélidos dependiendo del uso que se le de al suelo. Las dosis se

muestran en la Tabla 2.



Tabla 2: Cantidad maxima de lodo para ser aplicada en suelos, segtin (EC, 2001)

Directiva 86/278/EEC
Comunidad Europea

Tasa de aplicacién
{t/ha ms)*

Austria

2,5-10/2 anos (a)

Bélgica (Flandes)

4/2 anos (suelo arable)

2/2 anos (suelo de pastoreo)

Bélgica (Valonia)

12/3 anos (suelo arable)

6/3 anos (suelo pastoreo)

Dinamarca 10/ano
Alemania 5/3 afnos
Irfanda 2/afo
Luxemburgo 3/ano

Paises Bajos

2-4/ano (suelo arable) (b)

1-2/afo (suelo de pastoreo) (b)

Portugal 6/ano

T 135 kf; N/5 afios (Ioc_io digerido anaerobicamente)
8/5 anos (lodo deshidratado o seco)
30/ano (suelo agricola y forestales

Chile (d) ( gnicoa y )

50/ano (suelos degradados)

* Tasa de aplicacion se interpreta como toneladas por hectaria por afio, de lodo sobre materia seca.

(a) Dependiente del suelo, la masa seca y el tipo de lodo

(b) Dependiente dei estado del lodo {liguido o sdlido)

(c) Canaria Ministry of enviroment and Ministry Agricultura Food Rural Afairs (19986)

(d) Reglamento para el manejo de lodos generados en plantas de tratamiente de aguas servidas (D.S. N° 123.
2008)



1.5. Nonilfenol

Los polietoxilatos de alquilfenol, tales como, etoxilatos de nonilfenol y octilfenol y sus
productos de degradacién como nonilfenol y octilfenol se encuentran entre las
sustancias quimicas mas ampliamente utilizadas como detergentes y tensioactivos a
nivel mundial desde mediados del siglo pasado. Su utilizacién se extiende en la
composicién de productos de limpieza y detergentes tanto domésticos como
industriales, en insumos textiles, en la industria petrolera, la industria papelera, |la
formulacion de pesticidas, agroquimicos y otros, constituyendo uno de los grupos de
quimicos organicos de mas alta produccién a nivel mundial. Por otra parte, se
desconoce algun origen natural de este tipo de sustancias y su presencia es atribuida
exclusivamente a la actividad antropogénica (Langford, K.H. y col., 2005). Uno de los
principales destinos de este tipo de sustancias quimicas corresponde a los lodos
resultantes de las plantas de tratamiento de aguas servidas (180-990 mg/kg) (La
Guardia, M.J. y col. 2001), cuya disposicion es en si misma una problematica ambiental
actual a nivel mundial, a lo cual se suma el contenido de sustancias potenciaimente

toxicas que estos desechos contienen.

En 2008, se publicaron los resultados de un estudio (Kinney, C.A. y col., 2008) que
investigaba la presencia de 87 contaminantes organicos en varios biosolidos
provenientes de distintas plantas de tratamiento de aguas. En los cuales se detectd
entre treinta a cuarenta y cinco contaminantes organicos. Nonilfenol mostrd la
concentracion media mas alta, 261 mg/kg con un maximo de 1520 mg/kg y un minimo
de 2,18 mg/kg, lo cual confirma la presencia de este compuesto en una matriz como

los biosélidos (Devin-Clarke y col., 2008).
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Los polietoxilatos de alquilfenol son contaminantes organicos de baja solubilidad en
agua. Su eliminacién del medio ambiente dependera principalmente de los procesos de
degradacion y absorcién en la matriz en que se encuentre, lo cual esta a su vez
influenciado por el grado de etoxilacién de la molécula. Los productos de degradacién
como los alquiifenoles, son mas hidrofébicos en el medio natural y mas susceptibles de
sorberse en las particulas de biosélido, en los solidos en suspensiéon o en la materia
organica a través de interacciones por sorcién hidrofébica, ya que solamente se
desprotonarian cuando el pH excede su pK, (pH > 10), por lo que la molécula no
tendria carga eléctrica bajo la mayoria de las condiciones ambientales, encontrandose
menos disponible y menos susceptible de ser degradada por microorganismos (Xia, K.,

y Yoon Jeoung, C. 2004).

Por ofra parte, cualquier polietoxilato de alquilfenol con varios grupos etoxy, tendra
propiedades mas hidrofilicas que lo haran permanecer mas tiempo disuelto en el medio
acuatico en el cual es mas probable que ocurra la degradacion de la molécula a
alquilfenoles con mayor actividad estrogénica. Un valor bajo de Lég Kow, ademas,
indicaria una pobre afinidad de las moléculas de polietoxilatos de alquilfenol por las
membranas biolégicas, dejando al mecanismo de degradacion como el mas importante
en la eliminacion de estos compuestos. Sin embargo, en moléculas de alquilfenol
(producto de degradacién) con cadenas cortas, tales como nonilfenol con un valor de
Lég Kow de 4,8, la absorcion en membranas biologicas probablemente sea un

mecanismo de eliminacién importante (Langford, K.H. y col. 2005).

Otra via de eliminacion bajo condiciones aerobicas consiste en la degradacién de los

polietoxilatos de alquilfenol a través de la pérdida de unidades de éxido de etileno, o la
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formacién de etoxilatos carboxilados que terminaran finalmente en moléculas de CO. y
agua. En condiciones anaerobicas en cambio, se generara el alquilfenol por ruptura de
los polietoxilatos de alquilfenol. De esta forma vemos que la degradacion, eliminacion
del medio, transporte, sorcién y desorcion son fenémenos que dependeran en gran
parte de las propiedades fisicas de la matriz en que encuentren y de los factores

medioambientales como, temperatura y pH (Pignatello, J.J. y Xing, B. 1996).

\ & N\, /\/GH Etoxiato de alquifencl

_
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Figura 1: Vias de eliminacidbn aerdbica y anaerobica de etoxilatos de alquilfenol
(Fuente: Marican, A. 2008)

Pérdida de dxido de etileno
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1.5.1. Toxicidad

Si bien los etoxilatos de alquilfenol no son consideradas sustancias toxicas en si
mismas, la descomposicion de estos a través de distintas rutas genera alquilfenoles
tales como nonilfenol, En el caso de NF se sabe que este posee una toxicidad aguda,
que es bioacumulable en microorganismos y plantas debido a su capacidad de
interactuar con membranas bioclégicas, ademas ha sido identificado como disruptor
endocrino (CDEs), al punto que han sido prohibidos y su uso normado en algunos
paises de Europa, siendo catalogado como agente contaminante prioritario en el Water
Framework Directive de la Union Europea (EU, 2001), clasificandolos como
disrruptores de funciones endocrinas definiéndolos como “sustancias exogenas que
causan efectos adversos a la salud en un organismo intacto o su progenie, producto de
cambios en su funcidon endocrina”. Se ha observado su capacidad de alterar el
desarrollo sexual y reproductive en la fauna salvaje, asi como también producen
efectos en seres humanos tales como bajo conteo de espermios, pubertad temprana,
disfunciones tiroideas e interferencia en funciones endocrinas, (Gadzala-Kopciuch, R. y

col. 2007).

En vista de esto ultimo, actualmente existen restricciones para la aplicacion de
biosolidos a suelos agricolas en paises como Suiza desde 1986, en tanto que la Unidn
Europea a propuesto limites para nonilfenol y sus etoxilatos en biosélidos de
50 mg/Kg sobre base seca (Nufiez, L. y col, 2007). Suecia y Dinamarca

particularmente mantienen limites para NF de 100 y 10 mg/kg ms respectivamente.
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Tabla 3: Limites para NF en lodos en paises europeos

Pais Limite (mg/kg ms)
Dinamarca 10
Suecia 100
Comunidad Europea 50

(Fuente: Becerra, J. P. 2003)

Recientemente la UE a través de la Orden PRE/1954/2004, de 22 de junio, modifica el
anexo | del Real Decreto 1406/1989, de 10 de noviembre, por el que se imponen
limitaciones a la comercializaciéon y uso de ciertas sustancias y preparados peligrosos
(nonilfenol, etoxilatos de nonilfencl), como consecuencia de la evolucion de la
normativa comunitaria en la materia y de la necesidad de incrementar los niveles de
proteccion de la salud humana y del medio ambiente. Se ha publicado la Directiva
2003/53/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 18 de junio de 2003, gue
modifica la Directiva 76/769/CE del Consejo, respecto a la limitacion de Ia
comercializacién y el uso de determinadas sustancias y preparados peligrosos
(nonilfenol, etoxilatos de nonilfenol) y sefala: Como resultado de la evaluacion de
riesgos, efectuada a nivel comunitario, se limitan su comercializacion y usos con el fin

de proteger la salud humana y el medio ambiente.

No se pueden poner en el mercado o0 usar como sustancias o constituyentes de
preparados en concentraciones iguales o superiores al 0,1% en masa para los usos

siguientes:
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b)

d)

e)

9)
h)

Restricciones al uso de NFEs y NF en paises de la UE. (BOE. 2009)

Limpieza industrial e institucional, excepto en sistemas controlados y cerrados
de limpieza en seco, en la cual el liquido de limpieza se recicla o se incinera.
En sistemas de limpieza con tratamiento especial en los cuales el liquido de
limpieza se recicla 0 se incinera,

Limpieza doméstica.

Tratamiento de los textiles y del cuero, excepto:

El tratamiento sin descarga en las aguas residuales.

Los sistemas con un tratamiento especial en el que el agua se somete a un
tratamiento previo para eliminar completamente la fraccién organica antes del
tratamiento bioclégico de las aguas residuales (desengrase de pieles ovinas).

Emulsificante en la ganaderia para el lavado de pezones por inmersion.
Metalurgia, excepto los usos en sistemas controlados y cerrados en que el
liguido de limpieza se recicla o se incinera.

Fabricacion de pasta de papel y del papel.

Productos cosméticos.

Otros productos para la higiene personal, excepto los espermicidas. Como

coadyuvantes en biocidas y productos fitosanitarios.
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1.6. Ensayo biomimético

Al existir tantos factores que determinan el comportamiento de un contaminante en el
medioc ambiente tales como las caracteristicas del suelo (pH, contenido de materia
organica, etc.), propiedades quimicas de los contaminantes (Kow) y condiciones
ambientales (precipitaciones, temperatura); la estimacién del efecto que tendra este
contaminante sobre los organismos se hace también compieja e imprecisa. Desde la
perspectiva de la evaluacion de riesgo ambiental en una situacion tal como la
aplicacion de biosdlidos al suelo para un determinado uso, surgen conceptos claves
para los gque, sin embargo, se encuentran variadas definiciones que muchas veces
generan confusion e imprecisiones. La biodisponibilidad es un factor importante en la
evaluacion de riesgo ambiental, depende de las caracteristicas del suelo y los
contaminantes, asi como de los organismos presentes, su posicion en la cadena
tréfica, ademas de la variabilidad de la biodisponibilidad en el tiempo. (Van der Wal, L.

y col. 2004)

Biodisponible: El diccionario Inglés de Oxford define disponible como “capaz de ser
utilizado; a disposicion de; a la mano de”. Este término por lo tanto tiene una
inmediatez implicita; lo que es disponible es disponible ahora. Asi podemos definir los
compuestos biodisponibles como aquellos que estan disponibles para cruzar la
membrana celular de un organismo desde el medic en que éste habita, en un tiempo
determinado. Una vez que el paso a través de la membrana ha ocurrido, el
almacenamiento, transformacién, asimilaciéon o degradacion de los compuestos pueden
tener lugar dentro del organismo; sin embargo, estos procesos son obviamente

distintos de la fransferencia entre el medio y el organismo. La ISO 11074 (2005) define
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biodisponibilidad como el grado en el cual los compuestos quimicos presentes en el
suelo (o sedimentos) pueden ser absorbidos o metabolizados por receptores humanos
0 ecolégicos, 0 quedar disponibles para interactuar con sistemas biolégicos. (Brack W.

y col. 2009)

Bioaccesible: El diccionario Inglés de Oxford define accesible como “capaz de ponerse
en contacto con o ser alcanzado por”. La definicion implica que una fraccion de lo que
es disponibie puede ser alcanzado, pero a menudo no lo es desde un sitio determinado
en un tiempo dado. Esta definicidén, implica una limitacién en el tiempo y/o el espacio,
evitando que el organismo acceda al compuesto quimico inmediatamente. Por lo tanto,
definimos el compuesto bioaccessible como aquel que esta disponible para cruzar la
membrana celular de un organismo desde su medio ambiente, si el organismo tiene
acceso al compuesto quimico (Semple K. y col. 2004). En este caso puede referirse a
un compuesto quimico que esta ocluido en la materia organica del suelo y por lo tanto,
no esta disponible en un momento determinado, o que tiene una disposicion espacial
diferente del medic ambiente que habita el organismo. Los contaminantes pueden
volverse disponibles en orden de segundos desde estos lugares, tras la liberacion
desde reservorios labiles o reversibles, o bien, el propio organismo puede desplazarse
y entrar en contacto con el compuesto como por ejemplo con el crecimiento de las
raices. Alternativamente, éstos se pueden liberar en escalas de tiempo mucho mas
largas (afios o décadas) y hacer que el compuesto quimico se vuelva entonces
bioaccessible. En definitiva, bioaccesibilidad incluiria lo gue es inmediatamente

biodisponible y lo potencialmente biodisponible. (Semple K. y col. 2004)
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A pesar de que los analisis quimicos actualmente son capaces de detectar los
compuestos individuales en pequenisimas cantidades, no es posible o practico
pretender analizar todos los compuestos presentes en una muestra ambiental. Por otra
parte, sin embargo, enfocar los analisis quimicos y la evaluacion de riesgo ambiental
en contaminantes preseleccionados conlleva el riesgo de ignorar contaminantes
desconocidos, inesperados y/o toxicos, ademas de proveer solamente informacion
limitada para el diagnoéstico y prediccion de los efectos adversos. Desde la década de
los afos ochenta, cientificos han desarrollado la idea de combinar los analisis quimicos
con técnicas de fraccionamiento, y/o pruebas de los efectos en sistemas biolégicos,
para reducir sistematicamente la complejidad de los estudios de contaminacion en
muestras ambientales, descartando las fracciones no téxicas e identificando esos
contaminantes que son efectivamente responsables de los efectos toxicos (Brack W. y

col. 2009).

La mayor parte de los estudios en muestras ambientales se basan en extracciones
exhaustivas, con solventes organicos. Este enfoque utiliza estos métodos de extraccion
ya bien establecidos, validados y reproducibles, los cuales son consistentes con los
analisis quimicos clasicamente utilizados en muestras ambientales, y vienen a
representar una aproximacion del “peor escenario” posible, ya que al ignorar factores
como |a biodisponibilidad, probablemente se sobreestime el riesgo que representan los
contaminantes de tipo hidrofébicos. Esto, probablemente sea aceptable en el sentido
de un principio de precaucién y no sea determinante si la biodisponibilidad es similar
para todos los compuestos presentes en una muestra. Sin embargo, ignorar el efecto
de la biodisponibilidad, puede representar un obstaculo en el analisis de muestras

ambientales, al priorizar contaminantes hidrofébicos que quizas sean mas toxicos pero
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que tengan una baja biodisponibilidad, mientras que se subestima la importancia
relativa de las fracciones mas polares (Brack W. y col. 2009), que puedan representar

riesgo, tal como NF.

Es mas relevante determinar la fraccion efectivamente biodisponible, que la
determinacion cuantitativa exhaustiva de un contaminante en una matriz dada. El nivel
de contaminantes disponibles para que sean absorbidos por un sistema biolégico
puede ser mucho mas bajo que el contenido total obtenido desde la matriz de suelo,
bajo condiciones extremas de extraccion. En este plano, la posibilidad de diferenciar
entre la fraccion extraible y no extraible de un compuesto, permitiria relacionar este
comportamiento con su eventual labilidad y estimar de esta manera su
biodisponibilidad en un sistema ambiental en condiciones naturales (extraccién
biomimética) y asi, determinar si la aplicacion de biosélidos a suelos es o no favorable
desde este punto de vista. En este sentido la evaluacion de la fraccion biodisponible
resulta compleja cuando se emplea para ello organismos vivos, ademas de la
necesaria inversion de recursos y tiempo. En contraste con el ensayo con plantas para
determinar la biodisponibilidad de estas sustancias, por lo tanto, resultaria Util disponer
de un método de extraccién biomimético para estimar su fraccion biodisponible y de
sus productos de degradacion, el cual sea comparativamente mas expedito, sencillo y
rapido que el ensayo en cultivos propiamente tal y mas representativo que el contenido
total de contaminantes en una matriz dada.

El método biomimético que se pretende desarrollar en el presente trabajo esta basado
en la extraccion acelerada (A.S.E.), utilizando solventes poco agresivos presurizados,
con un equipo A.S.E. 100 que se muestra en la Figura 2, para la determinacion de

etoxilatos de alquilfenol (NFEs) y sus metabolitos (NF), el cual sera validado en forma
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paralela mediante la determinacién de absorcién de estos analitos a través de ensayos

en invernadero con plantas de trigo (triticum aestium).

Los alquilfenoles pueden ser determinados por cromatografia gaseosa acoplada a
detector de masa (GC-MS), cromatografia liquida (CL) y cromatografia liquida
acoplada a detector de masa (CL-DM). Entre ellas, GC-MS es usada generalmente
para la determinacion de alquilfenoles en muestras medicambientales, debido a su alta

habilidad de separacién y bajos limites de deteccion.

B

Figura 2: Equipo ASE100 para extracciéon acelerada con solventes presurizados.
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Hipétesis:

La aplicacion de biosdlidos a los suelos, ademas de incrementar el contenido total de
contaminantes organicos tales como etoxilato de nonilfenol y sus metabolitos, afectaria
la biodisponibilidad de éstos, la cual podria ser determinada en forma eficiente a través

de un método de extraccion acelerada con solvente (ASE) de manera simple.

Objetivo general:
Determinar la fraccion biodisponible de etoxilatos de nonilfenol y nonilfenol en muestras
de biosodlidos y suelo, utilizando un sistema biomimético de extracciéon y la absorcion

por plantas de trigo para su validacion,

Objetivos especificos:

® Determinar los contenidos totales de etoxilatos de nonilfenol y sus productos de
degradacion en muestras de biosolidos, suelos y mezclas suelo-biosélido,
utilizando un método de extraccion acelerada con solvente (ASE) y determinacion

por cromatografia gaseosa con deteccion de masa (GC-MS)

. Determinar la fraccion biodisponible del etoxilato de nonilfenol y sus metabolitos
utilizando un sistema biomimético de extraccién acelerada con solvente (ASE) de

manera simple, con solventes no agresivos.

]
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Determinar la absorcion (biodisponibilidad) del grupo etoxilato de nonilfenol y
nonilfenol a través de cultivo de trigo en suelos controles y tratados con distintas

dosis de biosolidos.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiaies

2.1.1. Absorbentes desecante y soportes

. Oxido de aluminio 90, neutro, de actividad |, activado por 8 h A 105°C, grado
cromatografico (Merck).

« Sulfato de sodio, activado por 4 h a 400 °C, grado cromatografico (Merck).

- Lana de vidrio silanizada de Chromatography Research Supplies, Inc.

. Silica gel activada por 16 h a 130 °C y segun corresponda desactivada con

3,3% de agua y equilibrada durante 6 h, grado cromatografico, Merck.

2.1.2. Equipos

« Balanza analitica Precisa 125 A Quality 0,0001g
» Equipo ASE100®.

« Equipo GC-MS Agilent 6890 Plus / 5973N

« Microbalanza analitica Precisa 0,0tmg

+ Vortex Mixer KMC-1300, Vision Scientific.

- Agitador mecanico

» Liofilizador L101, Liobras

. Sistema de vacio manifold (Visiprep, Supelco)
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2.1.3. Estandares

« 4-n-octilfenol (4-n-OF; Dr. Ehrenstorfer; Alemania, 99,0% pureza)

« 4-Nonilfenol (4-NF; Dr. Ehrenstorfer, Alemania; grado técnico)

« 4-Nonilfenol Etoxilato (4-NFE; Dr. Ehrenstorfer, Alemania; grado técnico)
« 4-Octilfenol Etoxilato (4-OFE; Dr. Ehrenstorfer, Alemania; grado técnico)
« 4-tert-Octilfenol (4-t-OF; Supelco; EE.UU.; 99,4% pureza)

« Tribromo-Anisol (TBA), como estandar interno.

2.1.4. Material de vidrio*

« Jeringas Hamilton 10, 100 y 1000 mL
« Matraces Erlenmeyer 50, 100 mL
« Viales ambar con tapa 30 y 60 mL
« Columnas de secado
« Matraces de aforo de 2, 5, 10, 50, 100 y 250 mL
« Viales ambar de 1,8 mL con /iner de teflon
. Vasos precipitados 10,50 y 100 mL
« Pipetas aforadas 1, 5, 10 mL
*Todo el material de vidrio fue lavado con detergente libre de etoxilatos de alquilfenol,

Extran® alcalino.
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2.1.5. Muestras

Biosdlidos provenientes de la planta de tratamiento El Trebal extraidos el ano 2008. Se
realizé un muestreo de biosélidos provenientes de la Planta de Tratamiento de Aguas
Servidas El Trebal de la Regién Metropolitana. Las muestras corresponden a lodos
dispuestos en enero de 2008 en el monorrelleno de la planta. El lodo fue secado al
aire, molido y tamizado a 2 mm, determinandose su contenido de humedad para
posteriormente expresar las determinaciones en base seca. El biosélido fue

almacenado a baja temperatura (-18°C) para evitar la degradacion de los analitos.

Se colecté una muestra compuesta del suelo agricola Chada, clasificado como Mollisol

a una profundidad de 0 a 20 cm, en la Region Metropolitana.

2.1.6. Reactivos

« Agua milliQ con resistividad de 18,2MQ.cm a 25°C.
« Extran Alcalino ®
« Gas de purga N; extra puro 99,999%, AGA.

« Nonilfenol técnico. ALDRICH®, CAS 84852-15-3.



2.1.7. Semillas

Trigo (Tnticum Aestium)

2.1.8. Solventes

Acetato de etilo, Merck, grado HPLC.

Acetona grado técnico, Heyn.

Acetona, Merck, grado HPLC.

Acido férmico, Merck, grado HPLC.
Diclorometano, Fisher Scientific, grado HPLC.
Dietil éter, Merck, grado HPLC,

Metanol, Merck, grado HPLC.

n-Hexano 95%, Fisher Scientific, grado HPLC.

Tolueno, Merck, grado HPLC.



2.1. Métodos

2.2.1. Eleccion de analitos

Para el estudio de biodisponibilidad se seleccionaron los siguientes analitos: 4-t-OF,
4-NF, 4-n-OF, 4-OFE y 4-NFE. La seleccion se realizd considerando que este grupo
de etoxilatos son ampliamente utilizados en la fabricaciébn de productos de limpieza
tanto domésticos como industriales, asi como en la elaboracién de otros productos. Por
otra parte estos etoxilatos son precursores de alquilfenoles, los que han sido
clasificados como disruptores endocrinos (Peng, X. y col., 2007) y se encuentran

habituaimente en una matriz como los biosoélidos.

2.2.2. Caracterizacion cromatografica GC-MS

Para la cuantificacién e identificacion de los analitos se utilizdé un equipo GC-MS con

ias siguientes condiciones optimizadas:

e Columna: HP5 (30 m, ID 0,25 mm)
 (Gas de flujo: Helio

¢ Modo de inyeccion: Splitless

s Volumen de inyeccién: 1 ulL

» Temperatura del inyector:

s Temperatura de inicio: 100 °C



« Rampa: 10 °C/min

e Temperatura final: 280 °C

Bajo las condiciones anteriormente descritas se obtuvo el siguiente orden de elusion
para cada analito, asi como las masas caracteristicas de cada uno, con sus

abundancias relativas.

Tabla 4: Caracterizacién cromatografica de los
alquilfenoles seleccionados

. Tiempo de Masas Abundancia
Analito Lp p S : :
retencion {min.) caracteristicas relativa de iones

4-t-OF 10,329 135/136/107 10/0,9/1,5

4-NF 11,431-12,065 135/107/121 10/3,4/2
4-n-OF 12,182 107/108/206 10/1/0,7
4-OFE 13,301 179/135/107 10/9/2,5
4-NFE 14,336-14,836 179/135/107 10/9,5/4,3

En el ANEXO | se muestra los cromatogramas y los espectros de masa

correspondientes para cada analito.

2.2.3. Obtencidn y caracterizaciéon de biosélidos y suelo

El biosolido (B) se obtuvo de un muestreo realizado en enero de 2008, en la Planta de

Tratamiento de Aguas Servidas El Trebal, comuna de Padre Hurtado, provincia de

Talagante, Region Metropolitana. El biosélido y el suelo fueron posteriormente secados

)
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y homogenizados para su utilizacion, esto es, fueron secados al aire, molidos y luego
tamizados a un tamario de 2 mm. Se determiné su contenido de humedad para luego
expresar los resultados sobre base seca. Ademas se determinaron diversas
propiedades fisicas y quimicas para caracterizar las propiedades del biosodlido y el
suelo. Para el biosélido y el suelo se determindé materia organica, C organico oxidable ,
pH (H20) 1:25 (p/v), N total, P total, CIC, CE, ademas de la textura del suelo. Todos las
determinaciones realizadas en las caracterizaciones fueron realizadas segun los
procedimientos descritos en “Métodos de Analisis Recomendados para los Suelos de
Chile Revisidon 2006” (Sadzawka R. y col., 2006). Finalmente los biosolidos se

conservaron a -18°C para evitar la degradacion de los analitos.

2.2.4, Enriquecimiento de biosélido con NF

Con el objetivo de obtener un biosédlido con alto contenido de NF que represente las
condiciones de mayor concentracién encontradas en las referencias se enriquecié una
cantidad de biosélido (B) con Nonilfenol técnico. Para esto se utilizo como solvente
acetona grado HPLC, en la cual se disolvieron completamente 1506 mg de NF,
solucion que luego se adicioné a 1 kg de biosolido. La mezcla se homogenizé
utilizando un agitador mecanico hasta la evaporacién total del solvente. De esta forma
se obtuvo dos biosolidos distintos dependiendo del contenido de NF de cada uno. Se

denomind B al biosélido sin enriquecer y BE al biosélido que fue fortificado con NF.

(]
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2.2.5. Ensayo con plantas de trigo

Se realizaron dos ensayos con cultivo de trigo en el laboratorio utilizando dos dosis de
biosdlido (B) en cada uno, 100 Mg/ha (B100) y 200 Mg/ha (B200), para esto se calculd
la cantidad equivalente de suelo y biosélido necesario, procedimiento que se detalla en
el ANEXO 1. En el primer ensayo se utilizé biosélido sin enriquecer y en el segundo se
utilizo el biosolido enriquecido (BE) con NF. Se util'iz.o suelo Chada (S) y semillas de
trigo (trtiticum aestium). Se realizé cada tratamiento en duplicado, incluyendo los
correspondientes controles sin biosélido, parte de uno de los cultivos se muestra en la

Figura 3.

Se mezcl6 y homogenizd suelo con la cantidad correspondiente de biosélido para cada
tratamiento permitiendo un periodo inicial de estabilizacion de una semana. Luego de
esta etapa se sembraron 100 semiilas de trigo en 200 g. de suelo con biosélido segun
la dosis que correspondiera a cada tratamiento, todos los tratamientos se mantuvieron
durante 35 dias para permitir un crecimiento adecuado de las plantas, tiempo durante
el cual se les aplicd artificialmente un fotoperiodo de 8 h. al dia y se procuré mantener
en todos los tratamientos las condiciones de humedad adecuadas a capacidad de
campo. Capacidad de campo corresponde al porcentaje de agua que un suelo es
capaz de retener luego de haber sido saturado con elia y drenado por efecto de la

tensién del suelo seco que se encuentra debajo de el.

Al cabo de los 35 dias, se dio por terminado el periodo de cultivo y en todos los

tratamientos las plantas fueron separadas en parte aérea y raiz . Ambas partes fueron



lavadas con agua destilada para eliminar los restos de suelo y lodo y fueron

congeladas a 4°C antes de aplicarles el proceso de liofilizacion descrito mas adelante.

Figura 3: Cultivo de trigo en invernadero para determinacion de biodisponibilidad de
etoxilatos de alquilfenol y alquilfenoles. En la fotografia se muestran algunas de las
plantas de trigo al final del periodo de culitivo, antes de ser retiradas vy liofilizadas.



2.2.6. Metodologia de extraccién
Se utilizaron dos métodos diferentes de extraccién. Ambos empleando extraccion
presurizada con un equipo ASE100. Se hizo la distincién entre dos tipos de muestras;
por una parte las muestras de plantas y por otra las muestras de suelo, biosolido y
suelo con distintas dosis de biosélido, las condiciones de extracciéon segun el tipo de

muestra se detallan a continuacion.

2.2.6.1. Extraccién en plantas de trigo.

Todas las muestras vegetales una vez terminado el periodo de cultivo fueron lavadas
con agua destilada y luege fueron sometidas a liofilizacion para eliminar el contenido
de humedad en ellas sin descomponer los analitos mediante el uso de calor. Las
muestras fueron congeladas a 4°C antes de ser liofilizadas (liofilizador L101, Liobras),
proceso que se lleva a cabo en 72 horas. Para esto fue necesario congelar las
muestras a -80°C, antes de ser incorporadas al liofilizador. Durante la liofilizacién las

muestras permanecen a -40 °C y a una presién de 500 mm Hg.

Una vez obtenidas las muestras secas, con el objetivo de obtener una mayor superficie
de contacto entre los tejidos vegetales y el solvente de extraccién, las plantas fueron

molidas y homogenizadas utilizando un molinilio eléctrico.

Para el proceso de extraccidon se emplearon las condiciones utilizadas para material
vegetal descritas por Devin-Clarke D. y Brown, S. (2008), en un equipo ASE 100®,

donde se utiliz6 como solvente de extraccidn una mezcla de diclorometano/acetona



(80/20 v/v), una presion de extraccion de 1650 + 50 psi y una temperatura de 100 °C
en dos ciclos de extraccidén consecutivos de 60 min. cada uno. Cada celda de
extraccion fue cargada con un filtro de celulosa en el fondo, 0,25 g de muestra vegetal
y una masa equivalente de tierra de diatomea como dispersante en una celda
extraccion de 10 mL. Terminado el proceso de extraccion se realizé un procedimiento

de limpieza de los extractos (Clean up) el cual se describe mas adelante.

2.2.6.2. Extraccion en suelo con distintas dosis de biosélido.

Se implementé las condiciones de extraccion exhaustiva optimizadas para alquilfenoles
en biosolido descritas por Marican, A. (2008), en un equipo ASE 100®, donde se
utilizé como solvente de extraccion acetona, una presién de extraccion de 1650 + 50
psi y una temperatura de 129 °C en dos ciclos de extraccion consecutivos de 34 min.
cada uno. Cada celda de extraccion fue cargada con un filtro de celulosa en el fondo,
0,5 g de muestra y una masa equivalente de tierra de diatomea como dispersante en
una celda extraccién de 10 mL. Terminado el proceso de extraccion se realizé un
procedimiento de limpieza de los extractos (Clean up) el cual se describe mas

adelante.



2.2.6.3. Extraccion ASE (ensayo biomimético)

Se realizaron extracciones de biosélido (B) y biosolido enriquecido (BE) en las dosis
100 Mg/ha (B100) y 200 Mg/ha (B200), en un equipo ASE 100®. Como solvente de
extraccién se utilizé agua destilada, una presién de extraccion de 1650 + 50 psi, a una
temperatura de 200 °C en ciclos de extraccién de 5 min. cada uno. Cada celda de
extraccion fue cargada con un filtro de celulosa en el fondo, 5 g de muestra y una masa
equivalente de tierra de diatomea como dispersante en una celda extraccion de 10 mL.
Cada fraccion fue recibida en una botella con 30 mL de diclorometano para evitar que
al enfriarse el agua después de la extraccidbn se insolubilizaran los analitos.
Posteriormente se realizé una extraccion liquido-liquido. Luego los extractos fueron
concentrados en flujo de N, y sometidos a limpieza antes de ser inyectados en el

cromatégrafo.

2.2.7. Metodologia de secado y limpieza de extractos {clean up).

Una vez obtenidos los extractos se procede a realizar un secado de éstos a través de
una columna de vidrio rellena hasta 10 cm de altura con Na,SO, activado. Los
extractos posteriormente son concentrados en una corriente de N; hasta un volumen
de 1 mL. El procedimiento de limpieza para eliminar las interferencias en las sefales
de los analitos, se realizé en un sistema de vacio Manifold (Visiprep, Supelco) segun
se explica en los puntos a continuacion, dependiendo del tipo de extracto.
Posteriormente a la limpieza de extractos se realizé una reduccidén de volumen en flujo

de N, hasta casi sequedad y finalmente se realiz6 un cambio de solvente con 30 mL de
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MeOH, los que fueron concentrados nuevamente en flujo de N, a un volumen final de

1mL.

2.271. Limpieza de extractos de biosélido y suelo.

Una vez obtenidos los extractos concentrados correspondientes a las distintas dosis de
biosolidos aplicados, éstos se secaron en una columna de sulfato de sodio activado
acondicionada previamente con acetona grado HPLC. Posteriormente se les hizo la
limpieza previa a la inyeccidn en el cromatdgrafo. Esta limpieza se hizo utilizando el
sistema de vacio Manifold, para esto primeramente se relleno una columna de limpieza
con 5 g 6xido de aluminio y se acondicioné con 40 mL de una solucién de acetato de
etilo/tolueno (3:1) que fue descartada. Luego se adiciont el exiracto a la columna y los
analitos fueron eluidos con 10 mL de dietil éter/metanol/acido formico (1:1:0,05) y

colectados en viales ambar. (Meesters, 2002)

2.2.7.2. Limpieza de extractos de plantas.

Una vez obtenidos los extractos de plantas de trigo, se les hizo una limpieza previa a la
inyeccion en el cromatégrafo, utilizando el mismo sistema de vacio mencionado antes.
Para esto primeramente se rellend la columna con 2,5 g de 6xido de aluminio activado
al fondo de la columna y 3,5 g de sulfato de sodio activado sobre éste. Luego se
acondiciond con 15 mL de hexano que fueron descartados y se adiciond el extracto a

la columna que fue eluido con 30 mL de diclorometano/acetona (1:1), lo que fue
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colectado en viales ambar. Esta metodologia de limpieza fue realizada de acuerdo a la

descrita por Devin-Clarke D. y Brown, S. (2008).
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RESULTADOS Y DISCUCION

3t Analisis previos

Se hizo una serie de determinaciones quimicas y cromatograficas previas a los
experimentos propios de este trabajo. Estas determinaciones consisten en la
caracterizacion quimica del suelo y biosélido utilizados en los experimentos. Por
otra parte de prepararon curvas de calibracidn multiestandar para los analitos

seleccionados y se validé el método de limpieza de exiractos. Todos los puntos

mencionados se detallan a continuacion.

3.1.1. Caracterizacion quimica de suelo y biosélido

Tabla 5: Caracterizacién de suelos y biosélidos

Determinacién Unidad ChSa ‘iieaI(ZS) B'Of’g)‘ido
pH-H.0O (1:2,5) - 7,83 7,09
pH-KCI - 7.35 6,75
CE (1:5) dS/m 0,37 4,92
CE (extracto de saturacion) dS/m 2,21 14,1
MO total (calcinacion 450 °C) % 5,46 53,6
MO oxidable % 457 35.0

(Sadzawka y col., 20086.)
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En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas quimicas determinadas en las muestras
de suelo y biosdlido. Las mediciones de pH-H,O (1:2,5), que corresponden a la acidez
activa o actual, representa la cantidad de iones H” libres en equilibrio en la fase liquida
del suelo o biosdlido. En este caso resulta ser superior en el suelo Chada (S) con
respecto a lo observado en el biosélido (B). El pH-KC! por otra parte corresponde a la
acidez potencial o intercambiable que resulta de las formas de aluminio facilmente
intercambiables con iones K'. Esta medicién suele ser 0,5 a 1,0 inferior a pH-H,O
(1:2,5), tal como se observa para las muestras de suelo y biosélido. Ambas
mediciones sin embargo se encuentran en un rango considerado neutro donde el suelo

(S) muestra un pH levemente mas basico.

La conductividad eléctrica del suelo o biosélido es una estimacion muy precisa del
contenido de iones solubles existentes. Esta determinacidén sin embargo es
dependiente del contenido de agua en la muestra. Es por esto que la conductividad CE
(1:5) es considerablemente menor que la obtenida mediante el extracto de saturacion,
siendo esta ultima la referencia mas utilizada. Los valores de CE mostrados en la Tabla
5, muestran un valor mucho mayor para el biosélido con respecto al suelo, indicando
un contenido de sales mayor lo cual es coherente con lo encontrade generalmente en
estas muestras. En este mismo sentido es posible observar en la Tabla 5 como el
contenido de materia organica es ampliamente superior en el caso del biosélido (B), lo
cual concuerda con las caracteristicas que hacen del biosolido una buena alternativa
como enmienda organica por el alto contenido de micro y macro nutrientes que

contiene.
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3.1.2. Determinacién de humedad en suelo, biosélido y mezclas

Siguiendo la metodologia establecida en “Métodos de Analisis Recomendados para los
suelos de Chile Revision 2006” (Sadzawka R. y col. 2006), se determiné el contenido
de humedad en suelo, biosdlido y mezclas utilizadas durante la investigacion, Las
cuales se realizaron en duplicado y cuyo promedio se muestra a continuacion en la

Tabla 6.

Tabla 6: Determinacion de humedad en las muestras

Muestra | Agua (%) fh
S 2,67 1,03
B 10,45 1,10
B100 13,48 148
B200 15,43 1,15
BE100 16,70 1,17
BE200 15,65 1,16

S: suelo Chada

B: biosdlida El Trebal

B100: suelo + biosdlido El Trebal en daosis de 100 Mg/ha

B200: suelo + biosdiido El Trebal en dosis de 200 Mg/ha

BE100: suelo + biosolido El Trebhal enriquecido con NF, en dosis de 100 Mg/ha
BE200: suelo + biosélido El Trebal enriquecido con NF, en dosis de 200 Mg/ha

Las determinaciones de humedad se realizaron en duplicado y con una exactitud de

0,01 g obteniendo desviaciones estandar (sd) inferiores a este valor por lo cual estas
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no se informan en la tabla. Es posible observar en la misma tabla que el biosélido (B)
tiene un contenido de humedad bastante mayor que el observado en el suelo (S), lo
cual se manifiesta luego en la humedad medida en las muestras de mezclas de suelo-

biosélido (B100 y B200) y suelo-biosdlido enriquecido con NF (BE100 y BE200).

3.1.3. Curvas de calibracion

Considerando la diversidad de las matrices a determinar, para la calibracion se preparé
una curva de calibracion con soluciones multiestdndar de los cinco analitos
seleccionados en un amplio rango de concentracidon que va desde 0,01mg/L a 100
mg/L. Como solvente para la preparacidon de cada multiestandar se utilizé metanol
(grado HPLC). A continuacién se muestran las curvas de calibracion utilizadas en la

cuantificacion en cada uno de los analitos.

Tabla 7: Curvas de calibracion de los
diferentes analitos seleccionados.

Analito | Pendiente | Intercepto | r?
4-t-OF 0,3692 -0,0401 0,9998
4-NF 0,1381 -0,0731 0,9994
4-n-OF 0,3734 -0,1281 0,9975
4-OFE 0,1885 -0,1076 0,9994
4-NFE 0,0446 -0,425 0,9977

Como se muestra en la Tabla 7, los valores de r* de las curvas de calibracién de cada

uno de los analitos, tuvieron valores cercanos a 1 indicando una alta correlacion entre
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las areas obtenidas de los cromatogramas y las concentraciones de los analitos en
cada estandar. Los cromatogramas correspondientes a cada uno de los analitos se

muestran en el ANEXO |, asi como los espectros de masa de cada uno.

3.1.4. Determinaciéon de limites de deteccion y cuantificacion

instrumentales

El establecimiento del limite de deteccion de un método resulta frecuentemente
controvertido y existe una variada descripcion de métodos, tanto empiricos como
estadisticos, para su obtencién. En general se han utilizado dos criterios. El primero de
ellos, basado en la definicion convencional, que lo establece como la concentracion de
analito que proporciona una senal igual a tres veces la desviacion estandar de la sefal
del blanco, consiste en medir diez repeticiones de la sefial de una solucién que
contenia los analitos, en una cantidad cercana al limite de deteccién esperado. Sin
embargo debido a la dificultad para medir seflales de un blanco en un metodo
cromatografico esta técnica no es adecuada en este caso. El segundo criterio
empleado, derivado del analisis estadistico de la curva de calibracion, tiene en cuenta
el error o desviacion estandar de la regresién lineal aplicada, y fue esta metodologia la
que se adopto para el calculo de los limites de deteccién (LD) y cuantificacién (LC)

instrumentales.

Se calcularon los limites de deteccion (LD) y cuantificacidon (LC) instrumentales

inyectando 9 multiestdndares (n = 9) en un rango con baja concentracion
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(5 pg/L - 700 pg/l) y aplicando los correspondientes ajustes lineales cuyos parametros

se muestran en la Tabla 8.

Las ecuaciones correspondientes al calculo del LD y LC instrumentales se muestran en

el ANEXO 3.
Tabla 8: Determinacion de limite de deteccién (LD)
y limite de cuantificacion (LC) instrumentales.
4-t-OF 4-NF 4-n-OF 4-OFE 4-NFE
m 0,47109 0,15756 0,45406 0,17196 0,03145
R? 0,99781 0,9992 0,99825 0,99823 0,99746
sd 0,00834 0,00168 0,00719 0,00274 0,0006
LD [pg/L] 50 30 44 45 54
LC [pa/L] 166 100 148 149 178

Como es posible apreciar, tanto el LD como LC calculados se encuentran en el orden
de los ug/L, limites que son satisfactorios para las concentraciones encontradas en los
extractos concentrados tanto de muestras de plantas como de suelo y biosélido, todas
las cuales se encontraron por sobre el limite de deteccién de cada uno de los analitos
determinados. Los valores de R” para cada uno de los ajustes obtenidos son todos
cercanos a uno y satisfactorios para la cuantificacion adecuada de los analitos en los

extractos.
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3.1.5. Influencia de la limpieza de extractos en la recuperacién de los

analitos

Se aplicaron las técnicas de limpieza de extractos a soluciones multiestandar (ver parte
experimental) de la misma forma que se hizo con las muestras reales de plantas, suelo
0 biosélido. Las determinaciones se realizaron en duplicado. El objetivo fue validar el
método de limpieza, comprobar su efectividad y determinar como influye la técnica de
limpieza en la recuperacion de los analitos. Los porcentajes de recuperacion obtenidos

para los distintos analitos se muestran en la Tabla 9 y 10 a continuacion:

Tabla 9: Validacion del método de limpieza extractos de plantas.

Concentracidén +sd
Kl Concentracién recuperada +sd Recuperacién ;el
estandar (mg/L) promedio {mg/L) (%) (% )
(mgiL) °
4-t-OF 5,22 3,17 0,06 60 1
4-NF B 2T 7.2 0,2 136 5
4-n-OF 522 56 0,3 108 7
4-OFE 557 6,2 0,3 105 6
4-NFE 5,91 6.13 0,01 110,0 0,1
n=2
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Tabla 10: Validacion del método de limpieza extractos de biosélido.

Concentracion o
Arsaiite Concentracion recuperada +sd Recuperacion ;el
estandar (mg/L) promedio {mg/L) (%) (% )
(mg/L)
4-t-OF 2,01 1,91 0,02 95 2
4-NF 2,06 2,20 0,05 106,7 0,6
4-n-OF 1,96 2,08 0,08 106 4
4-OFE 2,08 217 0,06 104 1
4-NFE 2,00 2,16 0,04 108 1
n=2

Las recuperaciones obtenidas luego de aplicar la metodologia de limpieza de extractos
correspondiente resultaron satisfactorias. Para la mayoria de los analitos Ia

recuperacion fue alrededor del 100%.

48



3.2. Contenido total de alquilfenoles en las muestras

Se determind el contenido total de los alquilfenoles seleccionados en las muestras de
suelo Chada, biosélido y en las mezclas de suelo con biosolido en las dosis de 100
Mg/ha (B100) y 200 Mg/ha (B200). Para esto se realizaron extracciones exhaustivas
optimizadas como se describe en Matenales y méfodos. Los resultados de las

extracciones se muestran a continuacion en la Tabla 11.

Tabla 11: Concentracién total de alquilfenoles en muestras de
sueio y biosélido expresada en mg/kg.

Muestra |4-t-OF| #+sd | 4-NF | £ sd {4-n-OF | £+ sd |4-OFE| +sd |4-NFE| % sd

S 0,05 002} 09 0.4 | 0,090 [0,001} 0,11 | 0,01 | 0,8 0,4

?

B 2,29 | 0,08 | 327 49 328 | 05 10,80 | 0,04 | 963 44

B100 | 0,17 | 002 | 169 | 06 0,8 011021 004|185 | 04

B200 0,3 0,1 28,2 0,7 1,0 091021]003]| 289 0,7
n=2

S: suelo Chada

B: biosdlido El Trebal

B100: suelo + biosdlido El Trebal en dosis de 100 Mg-ha’1
B200: suelo + bioséiide El Trebal en dosis de 200 Mgeha™
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El biosolido (B) ademas fue enriquecido con 1500 mg/kg de nonilfenol técnico,
obteniendo un biosdlido enriquecido (BE) con una concentracion total para este analito
de:

BE: 2688 + 333 mg/kg de 4-NF

La concentracion final del biosdlido enriquecido con 4-NF es mayor que la
concentracién maxima de 4-NF encontrada normalmente en biosolidos (1500 mg/kg)
(Devin-Clarke y col. 2008), sin embargo representa un escenario posible dependiendo
del tipo y procedencia del biosdlido. Por otra parte, se utilizd esta concentracion alta en
comparacion con el biosélido sin enriquecer (B) de NF, para observar claramente la
eventual asimilacion de este compuesto por las plantas. La concentraciéon del resto de
los analitos permanecio invariable en el biosélido enriquecido (BE) con 4-NF con
respecto al biosélido sin enriquecer (B).

Cabe destacar la importancia del alto contenido de 4-NFE encontrado en el biosélido.
Esto ya que las distintas vias de eliminacion de de este etoxilato derivan en su
descomposicion a NF, aumentando asi varias veces la concentraciéon de este Ultimo a
medida que ocurre la degradacién de 4-NFE (Nufez, L. y col. 2007) De esta forma
pudiendo alcanzar altas concentraciones de NF al estabilizarse el biosélido, tal como

la concentracion del biosélido enriquecido (BE) con NF que se preparo.

De la misma forma que con el biosélido sin enriquecer, se realizaron tratamientos con
distintas dosis del biosélido enriquecido con 4-NF (BE). La concentracion final de 4-NF
en las mezclas suelo-biosélido enriquecido en las dosis correspondientes de 100

Mg/ha (BE100) y 200 Mg/ha (BE200), se muestran a continuacion en la Tabla 12.
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Tabla 12: Concentracion total de 4-NF en dosis de biosélido
enriquecido (BE) expresada en mg/kg.

Extracto | 4-NF +sd

BE100 74 1

BE200 167 1
n=2

BE100: suelo + biesalido El Trebal enriquecido con NF, en dosis de 100 Mg-ha™
BE200: suelo + bicsdlido El Trebal enriquecido con NF, en dosis de 200 Mg-ha"



3.3. Ensayo de biodisponibilidad de alquilfenoles y etoxilatos de

alquilfenoles utilizando como indicador plantas de trigo.

A continuacion se muestran los resultados del primer ensayo con trigo en el cual se
hizo germinar semillas en suelo con distintos tratamientos. Estos tratamientos
consisten en la aplicacién de distintas dosis de biosélidos, las cuales fueron 100 Mg/ha

(B100) y 200 Mg/ha (B200), como se explicod previamente en la seccion de métodos.

En la Tabla 13 y Tabla 14 se muestran las concentraciones encontradas para cada
analito en plantas de trigo, tanto en raiz como en parte aérea. Se muestra los
tratamientos B100 y B200 por separado. En estas tablas la masa de analitos
biodisponible corresponde a la cantidad total de cada analito (masa) extraida en cada
fraccion de la planta (raiz o parte aérea). Esta se obtiene directamente de la
multiplicacion de la concentracion de analito encontrada por la masa de la fraccién
vegetal (no informada), y entrega informacion sobre la masa de analito que acumula la

planta durante el periodo de cultivo.
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Tabla 13: Biodisponibilidad de alquilfenoles en trigo cultivado
con biosélido (B) en dosis de 100 Mg/ha.

Concentracion Masa de
Analito | Parte de analitos en is}: bio?:lr"ahtc::i.ble tsd
trigo [mg/kg] [mg/kg] '(s;lpg(; (ng)
aérea 0,80 0.05 0,94 0,06
4-t-OF
raiz 0,761 0,005 0,543 0,003
aérea 0,8 0,1 0,9 0,1
4-n-QF
raiz 0,81 0,02 0,58 0,01
aérea 0,54 0,04 0,63 0,05
4-OFE -
raiz 0,210 0,008 0,150 0,006
aérea 1,60 0,06 1,87 0,07
4-NFE
raiz 3,45 0,08 2.45 0,05
ANF aérea 3,00 0,07 3,51 0.08
raiz 3.8 0.1 2,7 0,1

Tabla 14: Biodisponibilidad de alquilfenoles en trigo cultivado
con biosoélido (B) en dosis de 200 Mg/ha.

. Masa de
Concentracion :
Analito| Parte de analitos en isld bioilri‘:m‘:rsi'bl tsd
trigo [mg/kg] | [Ma/kal (pf;‘; e | (ug)
acrea 0,91 0.0 122 0,03
4-t-OF . e . :
raiz 0,7 0,1 0,40 0,06
aérea 0,77 0,01 1,03 0,01
4-n-OF :
raiz 0,821 0,004 0,460 0,002
aérea 0,495 0,009 0,66 0,01
4-OFE
raiz 02 0,1 0,11 0,08
aérea 1,77 0,05 2,38 0,07
4-NFE
raiz 6,0 0,3 3,3 0,1
aérea 4.5 0,1 6.1 0,1
4-NF -
raiz 57 0,2 3,2 0,1
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Figura 4: Contenido de alquilfenoles en trigo tratado con B100 (suelo + biosélido El
Trebal en dosis de 100 Mg/ha) y B200 (suelo + biosdlido El Trebal en dosis de 200
Mg/ha). A= parte aérea; R:=raiz.

En la Figura 4 se puede observar la influencia de la dosis de biosolido aplicada en cada
tratamiento en la concentracién de alquilfenoles y etoxilatos de alquilfenol en el trigo
después de 35 dias de cultivo. En primer lugar se puede observar que los analitos
4-NFE y 4-NF muestran un aumento importante de concentracion en el trigo o
biodisponibilidad al aumentar la dosis de biosélido de 100 Mg/ha (B100) a 200 Mg/ha
(B200), excepto con 4-NFE en la parte aérea, en que no se observa alguna diferencia
considerable. Esto coincide con los resultados del contenido de alquilfenoles en el
biosolido, mostrado en la Tabla 11 “Concentracion total de alquilfenoles en muestras
de suelo y biosolido en mg/kg”, en donde estos analitos resultaron ser los mas

abundantes.

54



Por ofra parte el cambio mas considerable se produce en la raiz con el tratamiento
B200, con el cual la concentracion de 4-NFE aumenta superando incluso la

concentraciéon de 4-NF.

Se observa también en la Figura 4 que las concentraciones de 4-t-OF, 4-n-OF y 4-OFE
practicamente no se ven influenciadas por el aumento en la dosis de biosdlido,
manteniendo sus rangos de concentracion inferiores a 1 mg/kg tanto en B100 como en
B200 y sin mostrar practicamente ninguna variacion de concentracién en los dos
tratamientos aplicados. Esto sin embargo en el caso de 4-n-OF y 4-OFE
probablemente se deba a que en suelo con biosdlido B200 no hay un aumento
significativo de concentracion de estos analitos con respecto al suelo con biosdlido
B100 como se observa en la Tabla 11. A diferencia de lo observado para 4-t-OF en
donde se hubiera esperado un aumento de concentracién en el trigo en el tratamiento
B200, producto de su aumento de concentracion en el suelo con biosélido B200 con

respecto a B100.

Se observd ademas que los analitos que se encuentran en menor concentracién en el
biosdlido 4-t-OF, 4-n-OF y 4-OFE; en el trigo muestran una concentracion superior en
la parte aérea que en la raiz, siendo sin embargo baja la diferencia. Solamente en el
caso de 4-n-OF con el tratamiento B200 se observa una concentracién mayor en la

raiz.

En el caso de los analitos 4-NFE y 4-NF, los cuales se encuentran en concentraciones

mayores en el biosodlido, se observan diferencias significativas en la concentracion
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observada en la raiz y la parte aérea. Se observaron siempre concentraciones mayores
en la raiz que en la parte aérea, tanto en el tratamiento B100 como en B200, llegando
a concentraciones de 4-NFE y 4-NF de hasta unos 6 mg/kg en raiz de trigo, Lo cual

indicaria una mayor retencion de los analitos en la raiz que en la parte aérea.

En términos generales podemos observar que efectivamente los cinco analitos
seleccionados son absorbidos por el trigo en un rango de concentracion de 0,2 a 6

mag/kg al utilizar dosis de biosoélido (B) de hasta 200 Mg/ha.

Al menos con 4-NFE y 4-NF se encontrd que su concentracion en la planta esta

directamente relacionada con la concentracion que éstos tienen en el suelo segun las

distintas dosis de biosélido aplicadas.
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3.4. Ensayo de biodisponibilidad de alquilfenoles en trigo con biosélido

enriquecido.

Se realizé6 un segundo ensayo con trigo de similares caracteristicas del primero,
utilizando el mismo tipo de semillas, pero utilizando el biosodlido enriquecido con NF
(BE). Se aplicaron los mismos tratamientos que en el primer cultivo tal como se

describi6 previamente, esto es,

equivalentes a 100 Mg/ha (BE100) y 200 Mg/ha (BE200).

dos dosis distintas de biosélido enriquecido

Tabla 15: Biodisponibilidad de alquilfenoles en trigo cultivado
con biosélido enriquecido con 4-NF (BE) en dosis de 100 Mg/ha.

Concentracion Masa de
Analito | Parte | de analitos en [mis‘,:: ] bio?:lli‘sahtt:r)asi.ble (tSd)
trigo [mg/kg] | M99 P Hg
(ug)
S 0,03 0,02 0,06 04
4-4-OF Aérea .0 . ; 0,
Raiz 0,02 0,01 0,02 0,01
5 0,19 0,08 0,3 0,1
4-n-OF aérea , ,
raiz 0,5 0.1 0,5 0,1
4-OFE aérea 06 0,2 0.9 0,3
raiz 0,09 0,09 0,09 0,09
: 2,6 0,3 42 0,5
4-NFE aérea ;
raiz 3.2 0.8 3.1 0.8
: 7 1 12
ANF aérea
raiz 14 4 13
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Tabla 16: Biodisponibilidad de alquilfenoles en trigo cultivado
con biosdlido enriquecido con 4-NF (BE) en dosis de 200 Mg/ha.

Concentracion masa de
i +
Analito | Parte | de analitos en ig}: bio?ir;sahg:lsible 'Sd)
(pg)
: 1.0 0,1 1.8 0,1
4-1-OF aérea
raiz 0,49 0,08 0,36 0,06
2 3,0 04 54 0,7
4-n-OF aérea
raiz 1,8 0,5 1,3 0.3
4-OFE aérea 2.1 0,2 3,8 0,4
raiz 0.9 0,2 0.6 0.1
2 e 1 16 2
ANFE aérea
raiz 9.5 0,7 7.1 0,5
aérea 9 4 16 7
4-NF
raiz 33 5 25 3

En las Tablas 15 y 16 se muestra la concentracion, de cada uno de los analitos
seleccionados, que fue encontrada en trigo cultivado en suelo con biosélido
enriquecido con NF. La parte aérea y raiz se muestran por separado. En la Tabla 15 se
muestra las concentraciones correspondientes al tratamiento en que se aplicd 100

Mg/ha y en la Tabla 16 al con 200 Mg/ha.

La informacion contenida en las tablas anteriores se presenta graficamente a

continuacion en la Figura 5. En esta figura se compara el efecto de la dosis de

biosolido en el contenido de cada analito en el trigo cultivado.
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Figura 5: Contenido de alquilfenoles en trigo tratado con BE100 (suelo + biosélido El
Trebal enriquecido con NF, en dosis de 100 Mg/ha) y BE200 (suelo + biosolido El
Trebal enriquecido con NF, en dosis de 200 Mg/ha).

A: parte aérea; R: raiz.

En la Figura 5, se puede observar la influencia de la dosis de biosélido enriquecido
(BE) aplicada en cada tratamiento, en la concentracién de alquilfenoles y etoxilatos de
alquilfenol en el trigo. Se observa que las concentraciones de todos los analitos
aumentan junto con la dosis de biosdlido aplicada en cada tratamiento, a excepcion de

4-OFE que muestra practicamente la misma concentracién en ambos tratamientos.

Por otra parte al comparar los valores de concentracion de los analitos 4-t—0OP, 4-n-OF,

4-OFE y 4-NFE en trigo con tratamiento BE200, éstos muestran un aumento con

respecto al encontrado en trigo con tratamiento B200. Esto a pesar de que la
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concentracion de estos analitos en el suelo con biosélido BE200 y B200 es

practicamente la misma en ambos tratamientos, como se muestra en la Tabla 11.

El analito 4-NF muestra un aumento importante de concentracion en el trigo o
biodisponibilidad al utilizar el biosdlido enriquecido (BE) en los tratamientos con
respecto a los tratamientos con biosoélido (B), como se aprecia en la Figura 5. Este
aumento se observa también entre los dos tratamientos con biosélido enriquecido B100
y B200. La diferencia es mucho mas significativa en las concentraciones encontradas
en la raiz, practicamente duplicandose. En la parte aérea por otro lado 4-NF muestra
un aumento pequefio en comparacion con la raiz. Esto muestra como 4-NF se
concentra preferentemente en la raiz mientras que la parte aérea practicamente no

muestra aumento entre BE100 a BE200.

Se observé ademas que los analitos que se encuentran en menor concentracion en el
biosdlido 4-t-OF, 4-n-OF y 4-OFE; en el trigo muestran una concentracion superior en
la parte aérea que en la raiz, siendo sin embargo pequena la diferencia. En el caso de
los analitos 4-NFE y 4-NF, los cuales se encuentran en concentraciones mayores en el
biosélido, se observa una concentracién mayor en la raiz que en la parte aérea. Para
4-NF en el tratamiento con biosélido enriquecido (BE) en dosis de 200 Mg/ha se
observa la mayor concentraciéon de alquilfenol encontrada en trigo que corresponde a
33 mg/kg, mientras que en con la dosis de 100Mg/ha alcanza solo 14 mg/kg, lo que
consecuentemente con la dosis aplicada corresponde aproximadamente a la mitad,

como se observa en las tablas 15y 16.
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Se ha encontrado que 4-NF en la superficie del suelo puede ser fotodegradado mas
rapidamente que aquel que se encuentra fuera del alcance de la luz (Xia, K. y Yoon
Jeoung, C. 2004) como por ejemplo el que esta en contacto con las raices o absorbido
por ellas, asi el 4-NF encontrado en la parte aérea de trigo esta expuesto a la luz, a
diferencia de aquel localizado en la raiz. En estas condiciones la fotodegradacion

podria explicar la menor concentracion de este analito en la parte aérea de trigo.

En términos generales podemos observar que en el suelo con biosolido enriquecido
(BE), los cinco analitos seleccionados son absorbidos por el trigo en un rango de
concentracién de 0,02 a 33 mg/kg y que estas son mayores que las observadas en el

trigo cultivado con biosélido sin enriquecer (B).

Al menos con 4-NF se encontrd, tanto en el biosélido enriquecido (BE) como en el
biosdlido sin enriquecer (B) que su concentracién en la planta esta directamente
relacionada con la concentracién que este alquilfenol tiene, en el suelo segun las

distintas dosis de biosélido aplicadas.

Como se indicoé anteriormente la concentracion de 4-t-OF, 4-n-OF, 4-OFE y 4-NFE en
el biosélido enriquecido (BE) son las mismas que en el biosoélido sin enriquecer (B), ya
que éste fue enriquecido solamente con NF. Por este motivo el ensayo de
biodisponibilidad que se realizé con el biosélido enriquecido (BE), solamente se
considera la concentracion 4-NF, incluyendo las concentraciones medidas previamente

en el biosélido sin enriquecer (B).
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La concentracion de 4-NF en trigo, tanto en raiz como en parte aérea, en los cuatro
tratamientos aplicados (B100, B200, BE100 y BE200) se muestran juntos a

continuacién en la Tabla 17 y en la Figura 6.

Tabla 17: Biodisponibilidad de 4-NF en trigo,
para distintas dosis de biosoélido enriquecido con NF.

Concentracion de Concentracién
Teatamieno| - XS | gt | e | ot
[mg/kg] [mg/kgl
B100 3,00 0,07 3,8 0,1
B200 4,5 0,1 57 0,2
BE100 7 1 14 4
BE200 9 4 33 5

B100: suelo + biesolido El Trebal en dosis de 100 Mg+ha™
B200: suelo + biosélido El Trebal en dosis de 200 Mg-ha™
BE100: suelo + biosélido El Trebal enriquecido con NF, en dosis de 100 Mgsha™'
BE200: suelo + biosdlido Ei Trebal enriquecido con NF, en dosis de 200 Mgeha™

En la Figura 6, a continuacion, es posible apreciar la tendencia de aumento de
biodisponibilidad de 4-NF en trigo con respecto al aumento de la dosis de biosélido

aplicada y al aumento de analito (4-NF) en el suelo con distintas dosis de biosolido y

biosolido enriquecido.
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Figura 6: Biodisponibilidad de 4-NF en parte aérea y raiz de trigo encontrada para los
distintos tratamientos aplicados B100, B200, BE100 y BE200.

Observando los resultados obtenidos con respecto al contenido de alquilfenoles y
etoxilatos de alquilfenol en trigo, se aprecia que 4-NF y su etoxilato 4-NFE son los
analitos mas abundantes en una matriz tal como la del biosolido. Asimismo se observa
que nuevamente son estos dos analitos los que se encuentran en mayor concentracion

en el trigo que ha sido cultivado en suelo con distintas dosis de biosolido.

Es relevante entonces que 4-NFE y su producto de degradacion 4-NF muestren altas
concentraciones en biosdlido en el trigo cultivado en suelo con biosélido, con respecto
a otros alquilfencles, ya que es este compuesto (4-NF) el que ha sido identificado como

disruptor endocrino.
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3.5. Ensayo biomimético

A continuacion se muestran los resultados de la extraccion biomimética que se realizo6
a los distintos tratamientos aplicados a los cultivos de trigo, B100, B200, BE100 y

BE200.

Los ensayos de extraccion biomimética se limitaron solamente a 4-NFE y su producto
de degradacion 4-NF, por la relacién de ambas especies en lo que respecta a las vias
de degradaciéon, a que representan los alquilfenoles con mayor abundancia en el
biosélido y por que 4-NF tiene especial importancia ambiental debido a su caracter de

disruptor endocrino.

El objetivo de un método biomimético en este caso es relacionar la biodisponibilidad de
4-NFE y 4-NF encontrada en trigo en sus diferentes partes (raiz o parte aérea,
mostrados en las Tabla 13, Tabla 14, Tabla 15 y Tabla 16) con la concentracidn
encontrada en los extractos de las mismas dosis de biosélido en que fue cultivado el
trigo, segun cada tratamiento (extraccidn biomimética ASE). Para esto se hicieron
extracciones de las muestras de suelo con las distintas dosis de biosélido (B) y
biosélido enriquecido (BE), a 200 °C. Los extractos fueron sometidos al procedimiento
de limpieza y finalmente las concentraciones obtenidas de los extractos fueron
correlacionadas con la biodisponibilidad enconfrada en trigo. Dichos resultados de la

extraccion ASE se muestran a continuacién en la Tabla 19.

64



Tabla 18: Extraccién biomimética ASE

Concentracion extraccion ASE
(ugfkg) (200 °C)

4-NF *sd | 4-NFE | z*sd

Muestra

B100 256 0,2 29,8 0,8

B200 22 1 32 2

BE100 131 4 33,9 0,5

BE200 300 22 65 4

B100: suelo + bicsélido El Trebal en dosis de 160 Mg/ha
B200: sueio + biosdlido El Trebai en dosis de 200 Mg/ha
BE100: suelo + biosélido E! Trebal enriquecido con NF, en dosis de 100 Mg/ha

BE200: suelo + biosolido El Trebal enriquecido con NF, en dosis de 200 Mg/ha

En la Tabla 18 se muestra la concentracion de los extractos de suelo con distintas
dosis de biosdlido (B100 y B200) y biosdlido enriquecido, (BE100 y BE200) para los
analitos 4-NF y 4-NFE, obtenidos mediante la extracciéon biomimética ASE con agua

presurizada a 200°C.

Contrastando la concentracidn de la exiraccidon biomimética ASE con la
biodisponibilidad de 4-NF y 4-NFE encontrada en las diferentes partes de trigo en la
seccion 4.4, se observa que en ambos casos la concentracion de los analitos
seleccionados se relaciona directamente con la dosis aplicada de biosélido tanto en el
biosolido (B), como en el biosélido enriquecido (BE), como se esperaria. Con el
objetivo de establecer la relacién entre la biodisponibilidad de los analitos

seleccionados y los resultados encontrados en la extraccién biomimética ASE se
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hicieron las correlaciones lineales correspondientes para cada analito y con la
biodisponibilidad en raiz y parte aérea de trigo por separado. En la Figura 7 y Figura 8

a continuacién se muestra las relaciones encontradas.
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Figura 7: Regresion entre la biodisponibilidad de 4-NF en raiz y parte aérea de trigo y
el resultado de la extraccion biomimética A.S.E., para este analito. n=4.

En la Figura 7 se muestra las relaciones lineales encontradas entre biodisponibilidad
de 4-NF en raiz y parte aérea de trigo y la concentracién de este analito encontrada
en los extractos obtenidos a través de la extraccion biomimética ASE, tanto para la raiz
como para la parte aérea. Para los extractos de raiz de trigo se obtuvo un R? de
0,9902, indicando una significativa correlacion entre la biodisponibilidad de 4-NF en

raiz de trigo y el método biomimético de extraccidon. La biodisponibilidad
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correspondiente a la parte aérea de trigo tuvo una correlacion menor con la extraccién

biomimética A.S.E., con un R de 0,816.
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Figura 8:-Biodisponibilidad de 4-NFE en raiz y parte aérea de trigo en funcién de la
extraccion biomimetica ASE, para el mismo analito (n=4).

En la Figura 8 se muestra las relaciones encontradas entre biodisponibilidad de 4-NFE
en raiz y parte aérea de trigo y la concentracion de este analito encontrada en los
extractos obtenidos a través de la extraccion biomimética, en este caso el aplicado a
los extractos de raiz de trigo resulto con un R? de 0,8257, menor gue el
correspondiente a la parte aérea R? de 0,9935 indicando una significativa correlacion
entre la biodisponibilidad de 4-NFE en la parte aérea de trigo y el método biomimético

de extraccion.
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Los ajustes lineales (Modelos biomiméticos 4-NF y Modelo biomiméticos 4-NFE) de la
Figura 7 y Figura 8 corresponden entonces a una posibilidad de método biomimético, la
cual sera validada a través del ensayo en plantas de trigo, para estimar la fraccion

efectivamente biodisponible de 4-NFE y 4-NF en suelo con distintas dosis de biosélido.

3.5.1 Validacion de método biomimético de 4-NFE y 4-NFE.
A continuacion se muestra en la Tabla 19 Ia biodisponibilidad de 4-NFE y 4-NF en la

raiz y parte aérea de trigo, estimada utilizando los modelos biomiméticos establecidos

anteriormente en la Figura 7 y Figura 8.
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Tabla 19: Valores estimados de biodisponibilidad utilizando método biomimético
y su porcentaje con respecto a los valores reales.

4-NFE 4-NF
Biodisponibilidad Biodisponibilidad
parte | Tratamiento estimada % estimada %
[mg/kg] [mg/kg]
B100 3,8 112 4,5 118
; B200 4 72 4 73
raiz
BE100 45 138 15 110
BE200 9 100 32 98
B100 1,5 96 42 143
A B200 2 121 4 92
aérea
BE100 2,3 88 6 81
BE200 9 100 9 106

B100: suelo + biosélido El Trebal en dosis de 100 Mg/ha
B200: suelo + biosdlide El Trebal en dosis de 200 Mg/ha
BE100: suelo + biosolido El Trebal enriquecido con NF, en dosis de 100 Mg/ha
BE200: suelo + biosélido El Trebal enriguecido con NF, en dosis de 200 Mg/ha

En la Tabla 19 se muestra la biodisponibilidad calculada mediante los modelos
biomiméticos para 4-NFE y 4-NF tanto en la raiz como en la parte aérea. Los
porcentajes que acompanan a los valores de biodisponibilidad corresponden al
porcentaje que representa cada estimacién segun la biodisponibilidad real en cada
caso, las cuales se muestran anteriormente en la Tabla 13, Tabla 14, Tabla 15 y Tabla

16.

Como se observa, los modelos biomiméticos establecidos para 4-NF y 4-NFE, permiten

hacer una estimacion de la biodisponibilidad que se aproxima a la biodisponibilidad real

medida para cada analito tanto en la parte aérea como en la raiz del trigo, con
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porcentajes promedio de 101% y 105% con respecto a la biodisponibilidad real de 4-
NFE en parte aérea y raiz, respectivamente, y 105% y 99% con respecto a la

biodisponibilidad real de 4-NF en parte aérea y raiz, respectivamente.

El método biomimético es comparativamente mas expedito, sencillo y rapido que el
ensayo con cultivo propiamente tal como se muestra esquematicamente en la
Figura 9, a la vez, es mas representativo de la fraccion biodisponible de los analitos
seleccionados que el contenido total de estos contaminantes en una matriz como el
suelo con diferentes dosis de biosélido, cuyas diferencias se muestran en la
Tabla 20 solamente para el caso de 4-NF. Por estas razones la posibilidad de utilizar
un método biomimético como el presentado aqui es una ventaja en comparacion con el
cultivo de plantas en invernadero, principaimente por el tiempo que esto involucra y ya
que es mas representativo que una extraccion cuantitativa o exhaustiva del contenido

de contaminantes directamente desde una matriz determinada.

Tabla 20: Concentracion total de 4-NF en el suelo
y biodisponibilidad en trigo.

Concentracién Biodisponibilidad | Biodisponibilidad
. total de 4-NF en | de 4-NF en raiz de | de 4-NF en parte
Tratamiento g ) £ 2
suelo-biosdlido trigo aérea de trigo
[mg/kg] [mg/kg] [mgrkg]
B100 16,9 3,8 3,00
B200 28,2 8.7 45
BE100 74 14 7
BE200 167 33 9

70




Mas determinaciones de biodisponibilidad con otras dosis de biosodlido en trigo, el
estudio de biodisponibilidad en los granos de trigo asi como el estudio de otras
variables ademas de la temperatura en la extraccion biomimética, un mayor numero de
ensayos, etc. son consideraciones que contribuirian a darle mayor representatividad al
método biomimético propuesto, sin embargo este representa la factibilidad real de

disponer de un método que permita estimar la biodisponibilidad facilmente.
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Figura 9: Esquema comparativo entre un método biomimético y un método tradicional

de extraccidbn en plantas de

considerando los tiempos asociados a cada etapa.

invernadero,
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3.6. Efecto de la aplicacién de biosélido en el crecimiento de trigo.

En la Figura 10 se observa el efecto que tiene la aplicacion de biosélido en el
crecimiento de trigo y en definitiva la incorporacion de materia organica, micro y
macro nutrientes, en el crecimiento de las diferentes partes de la planta en el caso
del trigo y probablemente extrapolable otras especies. Claramente se observa una
tendencia decreciente en el tamanc o cantidad de raices a medida que la
disponibilidad de materia organica en el sustrato aumenta, paralelamente con la
dosis de biosélido aplicado. Esto puede interpretarse como que la planta al
“encontrar” una mayor disponibilidad de nutrientes en el sustrato, no requiere
invertir mas energia en el crecimiento de sus raices y por lo tanto en el tamafio de
éstas, incorporando lo necesario a través de raices mas pequefias, menos raices o
raices de mejor calidad (INIA. 2008), lo cual como se muestra en la Figura 10 se
refleja en la masa total de esta fraccion de la planta. Por otra parte la planta podria
destinar esta energia que no utiliza en el crecimiento radicular en un mayor
desarrollo de su parte aérea, traduciéndose esto en una mayor masa de esta

fraccion o en el caso de especies frutales, también frutos de mejor calidad.
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Figura 10: Efecto de dosis de biosdlido en el crecimiento de parte aérea y raices
en plantas de trigo.
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Iv. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos y a los objetivos propuestos se puede concluir lo

siguiente:

Se determiné el contenido total de los etoxilatos de alquilfenol y alquilfenoles
seleccionados (4-t-OF, 4-NF, 4-n-OF, 4-OFE y 4-NFE) en el biosolido, utilizando una
metodologia de extraccion exhaustiva con solventes presurizados y un método
cromatografico previamente optimizados para este tipo de matriz y para los analitos

estudiados.

Los analitos 4-NFE y 4-NF, identificados uno como precursor y el otro como disruptor
endocrino, respectivamente, son los mas abundantes en el biosélido entre los
compuestos determinados, con concentraciones de 963 mg/kg y 327 mg/kg,
respectivamente. El resto de los analitos muestran concentraciones en un orden de
magnitud inferior. En el caso de 4-t-OF 2,29 mg/kg, el 4-n-OF 32,8 mg/kg, y 4-OFE

0,80 mg/kg.

La biodisponibilidad de los analitos seleccionados fue determinada mediante la
extraccion exhaustiva en muestras de trigo cultivado en suelo, con diferentes dosis de
biosélido (B) y biosélido enriquecido (BE) con NF. 4-NF y 4-NFE son los analitos
encontrados en mayor concentracion en el trigo. En particular la concentracion de 4-NF
en trigo es entre 3 mg/kg y 33 mg/kg v la de 4-NFE entre 1,6 mg/kg y 9,5 mg/kg. Con
respecto al resto de los analitos seleccionados, todos ellos muestran concentraciones

inferiores a 1 mg/kg en la mayoria de los casos, solamente 4-n-OF tiene una

5



concentracién mayor, de 3,0 mg/kg en parte aérea de la planta. Entonces es posible
afirmar que los cinco analitos son biodisponibles para el trigo, cultivado en sueio
tratado con biosolido y que esta biodisponibilidad, es significativa en el caso de 4-NFE

y su etoxilato.

La cantidad de alquilfenol en el suelo tratado con biosodlido se relaciona directamente
con la biodisponibilidad de 4-NF y 4-NFE en trigo cultivado en este suelo. Esta relacién
no se observa en el caso de 4--OF, 4-n-OF y 4-OFE durante el tratamiento con

biosélido no enriquecido.

Se propuso una metodologia de extraccién biomimética de 4-NF y 4-NFE mediante la
extraccion acelerada con agua presurizada como solvente de extraccion, de manera
simple. A través de la metodologia de extraccién biomimética de 4-NF y 4-NFE con
agua presurizada como solvente de extraccion se encuentra que la concentracion de
4-NF y 4-NFE en los extractos muestra una correlacién significativa con la
concentracién de estos analitos en la planta de trigo, tanto en la raiz como en la parte
aérea. Los mejores coeficientes de correlaciéon se obtuvieron para 4-NF en la raiz

(R?*=0,9902) y 4-NFE en la parte aérea (R?=0,9935).

La validacion del método biomimético muestra que en el caso de 4-NF Ia
biodisponibilidad estimada en promedio corresponde a un 106 % de la biodisponibilidad
real encontrada en la parte aérea de trigo y a un 99,7% de la encontrada en la raiz; en
el caso de 4-NFE corresponde en promedio a un 101% de la biodisponibilidad real

encontrada en la parte aérea de trigo y a un 106% de la encontrada en la raiz.
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ANEXO 1

6.1 Espectros de masa de analitos seleccionados.

4-t-OP

‘ 4-n-0P

— | - 4-OPE

4-MP
4-MPE

10 Mo 12 q3 e

Figura 11: Cromatograma de analitos seleccionados. Se muestran las sefiales simples
en el caso de 4-t-OF (10,329 min.), 4-n-OF (12,182 min.) y 4-OFE (13,301 min.). Por
otra parte 4-NF (11,431-12,065 min.), al igual que 4-NFE (14,336-14,836 min.)
aparecen en cuadros rojos y corresponden a conjuntos de senales (peineta).
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Figura 12: Fragmento ampliado de cromatograma, correspondiente al conjunto de

sefales pertenecientes a 4-NF.
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Figura 13: Fragmento ampliado de cromatograma, correspondiente

al conjunto de sefales pertenecientes a 4-NFE.
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ANEXO 2

6.2 Calculo de preparacion de dosis de biosélido:

1 ha =1000 m*
profundidad de muestreo =02 m

volumen = 2000 m’

Luego se determina experimentalmente la densidad del suelo y se calcula la masa

correspondiente a ese volumen segun:

mB

miumen[m3 ]>< densidad F“g} = masalkg]|

por ejemplo:

k.
densidad experimental =111 l,i[_‘%}
m

2000[m*|x 111 1_,1{5%_} = 2222200 [kg]
m

Entonces por ejemplo para preparar 1,5 kg de una dosis de 100 Mg/ha

corresponderia:

100 Mg lodo = 100 Mg lodo
1 ha 222200 kg suelo

100 Mg lodo
2222200 kg suelo

x 1,5 kg suelo = 67,50 g lodo
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Este ejemplo representa el calculo en el caso de utilizar suelo y biosolido seco, sin
embargo en realidad tanto el suelo como el biosdlido contienen humedad, por lo que
previamente se mide el contenido de humedad de ambos y se calcula un factor
(muestra humeda /muestra seca). Las masas correspondientes se multiplican por este
valor para corregir el calculo. En el caso del ejemplo la cantidad real de lodo utilizado

para esa dosis fue de 74,60 g de lodo.
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ANEXO 3
6.3 Ecuaciones para célculode LD y LC.

LD:_%{DEJ y (M—ZJ

m n-—1

LCZIOX[%) X (”_2]
m n—1

DE : desviacion estandar de la regresion

m . pendiente

n : numero total de pares de datos para la regresion

En el cuadro superior se muestran las ecuaciones correspondientes al calculo del LD y
LC instrumentales que basicamente corresponden a la misma expresion salvo que LD

lleva un factor 3 y LC un factor 10. (Baez, M. y Zincker, J. 1999)
Por ejemplo en el caso de 4-t-OF, para el calculo de LD, tenemos:
ID = 3x 0,00834 " 9-2
0,47109 9-1
LD = 0,04968 = 0,05{ - }

b
f= SOHEJ
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